





























　 　　 1.13.3.1　垂直浸漬法 31






































































































　これらの打開策の一つとして、M. Egger らの脂質-タンパク質結合膜の AFM 観察をきっかけとして、膜






ることも可能である。この手法を使い、Cholera toxin B-oligomer (CTB)や Staphylococcal α-Hemolysin など










　本研究で使用するのに有用な膜タンパク質としては、エルトール型コレラ菌（Vibrio cholerae O1, biotype El
Tor）と、血清型別でV. cholera O1に属さない非O1コレラ菌(V.cholera non-O1)の二種類より産出される 65kDa






































































　そこで最近では、原子間力顕微鏡（Atomic Force Microscope; AFM）が新しい膜形態の手法として提案さ
れ用いられている。AFM は、鋭い探針を試料に近付けることで試料と探針の間に働く微小な原子間力を感
じ取り、試料の表面を、この探針を走査させることで、その表面形態を観察する手法である（これらの詳
細は以降の AFM に関する節で詳細に説明している）。AFM は、その分解能がナノレベルオーダーであり、
また走査を制御がピエゾ圧電素子を用いているために X 軸 Y 軸のみでなく高さを意味する Z 軸のデータも
直接的に得ることができる。また、観察条件が限定されていないことも強みの一つである。AFM が生体膜
観察機器として最も注目されているのが液中で観察することができるという点である。近年での液中での
























た脂質二重膜へのCholera Toxin B-oligomerの作用を観察した結果が上げられる(図 1.4.1)40)。彼らの研究では、
DPPC/POPG により構成された二重膜へ Cholera toxin を作用させてその表面形態を AFM により観察するこ
とで、表面形態の低い部分に図 1.4.1(D)中に観察されているような特徴的なチャンネル形態が観察された結
果が示されている。この結果から、膜中でのサブユニット数やサイズなどが明確に観察されている。また、
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図 1.8.1 は、(a) DPPC/DMPC、(b)DSPC/DMPC の水分散系の相図である。二つの図において、高温側が液晶
相、低温側がゲル相である。液晶相とゲル相の間には、二相共存状態の領域が存在する。脂質分子 DPPC
と DMPC においては、炭素数の差は２つと小さいため、それらの分子間相互作用エネルギーと同種の脂質
分子間の相互エネルギ－の差は小さく液相線と固相線の開きは小さい。一方、DSPC と DMPC では、炭素
数は４つことなるため、液相線と固相線の開きが先ほどと比べると大きくなっている。二相共存状態中で、
液晶相とゲル相が共存し、それぞれの領域、すなわちドメインを形成する。それぞれの領域の締める割合
は、温度と脂質モル濃度で決まる。図 1.8.1 において、脂質モル濃度が 0.5 の場合を考えると、二つの相図
で X=0.5 の線上で高温側の液晶相から高温すると L 点で液相線と交わる。その線から高温するとともに、
はじめ組成、X=0.5 の液晶相の領域 100%であったものが、組成を変えながら液晶相の領域が減少し、一方














変わることが知られている。脂質・コレステロール系の DSC 測定おける吸熱曲線として、DPPC・Chol 系
および、DMPC・Chol 系の場合を見ると、DPPC・Chol 系ではコレステロール濃度が増すことでゲル・液
晶相転移温度における吸熱曲線は微細構造をもつものの約 20 モル%で鋭いピークは消え、ブロードなピー
クは約 50 モル%で消える。一方 DMPC・Chol 系ではコレステロール濃度がほぼ 20 モル%に達すると、ゲ











されている。ここでは、DPPC・Chol 系において Vist と Davis が重水素核磁気共鳴実験等に基づき提案して
いる相図に対して、Ispenらがそれぞれの相の性質を理論的に検討した結果を図 1.9.1に示す。図 1.9.1中、so
(solid ordered)相、すなわち秩序固体相ゲル相に担当しており、ld (liquid disordered)相、すなわち無秩序液体
相は液晶相に対応している。コレステロール濃度が濃いときに現れる領域が脂質・コレステロール系にお
いて特徴的な相である。これは lo (liquid ordered)相、すなわち秩序液体層とよばれている。これは、コレス
22
テロールが液晶相で乱れた炭化水素間を緩衝し充填を促進する方向に働くという二様性について相図の上
で示したことに他ならない。図 1. 9. 1中の ld-loで示す領域はいわば液体相における相分離状態であるので、
液体における混合の切れ目(fluid miscibility gap)とも呼ばれている。図 1.6.1 に基づいてさらに説明する。図
1.9.1 のコレステロール濃度 15 モル%上で考えると、てこの原理により、P 点ではコレステロール濃度リッ
チな x=xNの成分の領域がMPに比例し、コレステロール濃度プアーな x=xMの成分の領域がPNに比例する。









































































ックボーンは NH 基と C=O 基をもち、非常に極性に飛んでおり疎水性コアの障害となると思われるが、実




























では 10 %以下である。現在の適切な対処を行なった場合でも死亡率は 1~2 %程度ある 50,51)。
　コレラは感染力が非常に強いため、これまで、世界各地でコレラパンデミックと呼ばれる世界的な大流
行が 1817 年にインドからバングラディッシュ付近で起こって以来、貿易ルートにそって世界各地で 7 回起
こっている。コレラが流行した当初は、川から流れてくる”ミアズマ(瘴気)“が原因であると考えられてい










のは、エルトール溶血毒、Zonula occludens toxin、 Accessory cholera enterotoxin等がある。
1.12.2　コレラ菌溶血毒 55-67)
　コレラ菌溶血毒はエルトール溶血毒とも言われる。エルトール溶血毒はエルトール型コレラ菌よって産









泳動を行なうと単量体の分子量である 65 kDa のバンドが消失し 350 kDa のタンパクバンドが出現する。こ
の結果は 65 kDa のエルトール溶血毒が膜上に集合体を形成していると考えることができる。集合体を形成
したと考えられる赤血球ゴーストを電子顕微鏡で観察するとリング様構造体や膜周辺にシリンダーの構造
体が形成していることが観察される。膜上に形成されたエルトール溶血毒集合体は Aeromonas hydrphila の
生産する aerolysin や黄色ブドウ球菌α毒素の集合体と電子顕微鏡で観察された　構造が良く似ているため、
膜内に挿入された集合体の筒状の部分がβバレル構造であると推測されている。
　osmotic protection 法によると分子量 594 Da の raffinose 存在下ではエルトール溶血毒によるウサギ赤血球

















　　リン脂質　　　　32.5%　　　　　　ホスファチジルコリン(PC)           34.7%
                            　　　　 ホスファチジルエタノールアミン(PE)  28.0
　　　　　　　　　　　　　　         スフィンゴミエリン(Sph)             20.1
                                    ホスファチジルセリン(PS)            14.3
                                    ホスファチジン酸(PA)                 2.2
    コレステロール  11.1%















　水面上の単分子膜の本格的な研究は、1881 年に大学で学ぶこともなかった Agnes Pockels という女性が、
家事をする傍らに、台所の片隅で独創的な実験方法によって 10 年間行った表面圧と表面積に関係について
の論文 69)が発表されてからである。それを引き継いだ Rayleigh は、1899 年に油分子がが水面上に一層だけ
密に並んだ単分子膜に相当すると推論した 70)。その後、1916~1917年にLangmuirが界面化学に関する論文 71,72)
を発表し、物理学概念に化学的構造式を当てはめた。これは今日の親水基、疎水基などの概念を確立した




































































































を示し、その変数は P とγである。純水時を P0、γ0とした場合、溶液の展開後を P、γとおくと、表面圧
の式は次の様における。
　　　　　　　　　　　π = γ0　– γ = (P0-P)/2(t＋w)　＝ (P0-P)/2w    (w>>t)





この補正としてキャリブレーションを行う。ステアリン酸の変曲点は経験的に 24 mN/m と分かっているた





















                         図 1.13.2　Wilhelmy Plateの力学的バランス.
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がある。前者の Constant Height Mod では試料の凹凸に応じて針・試料間に働く力が異なる。その為、硬い
38
試料では問題ないが、柔らかい試料では大きな力で変形してしまい、正確な像を得る事ができない。また、














































































AFM が開発されて２年後の 1988 年には既に紹介
されており、n-(2-aminoethyl)-10,12-tricosadiynamide
の単分子膜の表面形態が観察されたことが報告さ
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　生体膜の典型的な形は、Singer や Nicolson により提言されている流動モザイクモデル(fluid mosaic model)
で度々説明されているが、このモデルでは脂質が二分子層構造をとり、この流動性の高い脂質の海にタン
パク質の氷山がモザイク状に点在している形である 1)。このモデルでもタンパク質や脂質や糖などの膜成分












　我々の研究グループでは VCH の作用基盤として Dimyristoylphosphatidylcholine(DMPC)と Cholesterol の二




















力の物理量として観察する装置である。これまでに M. Egger らの結果からも示されているように、生体系
に対する効果的な観察も認められている 11)。さらにその分解能がナノメートルオーダーの高分解能である
ことなど多くの長所を持っている。







　Cholesterol (SIGMA)およびDimyristoylphophatidylcholine,DMPC (AVANT POLAR LIPIDDS)をモル比100/0、
70/30、 80/20 で秤量し、クロロホルム（片山化学（株）、純度 99.9 %）により 10 ml の混合溶液を調製し





に溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水




溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水槽
寸法　幅 560 mm×奥行 150 mm×深さ 5 mm)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリヤー速度 0.16






　室温 296 K、湿度 60 %の条件下、 [2. 2. 3]で調製した(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の AFM 観察を、
SPA300をSPI3700制御ステーション(Seiko Instruments Industry, Co., Japan)で制御し、Constant Force モードで
行った。得られた像は、全て Auto　Linearize 処理を行い、必要に応じて FLAT-AUTO 処理を施した。ピエ
ゾ圧電素子に由来する周期的な歪みは FFT（高速フーリエ変換）処理により除去した。カンチレバーは窒
化ケイ素の探針を持つトライアングル型のバネ定数 0.02 と 0.09 N/m ものを用いた。形態観察時の Pull Off






　図 2.1は、296 KでのDMPC単分子膜のπ-A等温線を示している。圧縮に伴い、表面積 0.95 nm2/molecule
よりなだらかに表面圧が上昇している。崩壊圧は、45 mN/m であり、プラトー領域や変曲点は観測されな
かった。比較的大きい表面積で表面圧の立ち上がり点があること、表面圧の上昇が穏やかであること、20~40




　図 2. 2 は 296K での Cholesterol 単分子膜のπ-A 等温線を示している。圧縮にともない、表面積 0.4
nm2/molecule 付近で表面圧が急激に上昇している。また、20~40 mN/m の高表面圧領域でのπ-A 曲線を表面



























　　図 2.1　DMPCのπ-A等温線.　　　　　　　図 2. 2　Cholesterolのπ-A等温線.
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　図 2. 3は、296 Kで 3 mN/m（左図）と 14 mN/m（右図）に累積したDMPC単分子膜の走査面積 20 ×20 µm2
での AFM 像である。表面圧 3 mN/m での表面圧の膜形態は、数カ所の三次元凝集体が存在する以外はほぼ
均一であった。表面圧 14 mN/m での膜形態も同様に、数カ所の三次元凝集体が存在する以外はほぼ均一で
あった。穴開け操作より評価された膜厚は 3 mN/m累積膜が 0.80±0.06 nm、14 mN/mが 1.02±0.16 nmであ
った。DMPC 単一系単分子膜の膜厚はその伸びきり鎖(2.85 nm)に比べてかなり低く見積もられている。3





　図 2.4は、296 Kで 3 mN/m（左図）と 14 mN/m（右図）に累積したCholesterol単分子膜の走査面積 20 µm
×20 µm の AFM 像である。表面圧 3 mN/m での膜形態は、一部に三次元凝集体と考えられる高い領域が観
察される以外はほぼ均一な形態を示していた。表面圧 14 mN/m での膜形態も同様に三次元凝集体と考えら
れる高い領域が観察される以外はほぼ均一な形態を示していた。穴開け操作より見積もられた膜厚は 3








図 2. 3　DMPCのAFM像（左図 3 mN/m　右図 14 mN/m）.
　　　
図 2. 4　CholesterolのAFM像（左図 3 mN/m　右図 14 mN/m）.
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　図 2.5 は、(DMPC/Chol)(70/30)混合単分子膜のπ-A 等温線である。圧縮に伴いπ-A 曲線は、表面積 0.68
nm2/molecule より、なだらかに上昇しプラトーや変曲点等は観察されなかった。立ち上がり点の表面積が









　図 2.6は、0、 1、 3、 6、 9、 14 mN/mの表面圧で累積した(DMPC/Chol)混合単分子膜の 20 µm× 20 µm
の AFM 像を示している。0 mN/m では最大で直径が 4 µm の不定形なドメイン、100 nm 程度の小さなドメ
イン及びマトリックスからなる海島構造が観察された。これらのドメイン及びマトリックスは蛍光顕微鏡
に基づきCholesterolリッチ相及びDMPCリッチ相であることが帰属されている。1 mN/mの表面圧では、4 µm
の円形ドメインに不定形のドメインが変化していることが観察された。また、直径 0.5 µm の空隙が平滑な
ドメイン中に出現している。3 mN/m では、空隙とその数が円形ドメイン中に増加している。6 mN/m では
ドメインは分散し、 9 mN/mでは直径が 200 nm程度のマーブル模様に変化している。しかし、14 mN/mで
は 20 µm×20 µm の視野ではそのマーブル模様を示すドメインとマトリックスのコントラストがなくなり均
一な形態を示していた。これらの AFM 像から得られた表面圧に対する形態の変化は、理論計算及び蛍光顕
微鏡と定性的に一致していた。これらの研究によれば水面上の(DMPC/Chol)混合単分子膜は、高表面圧で混
合が促進されるUCSP(upper critical solution pressure)系であることが示されている14-16)。それ故、3から14 mN/m
へのマトリックス中へのドメインの溶融と分散は、Cholesterol リッチ相と DMPC リッチ相間の相溶を示唆













(a)0 mN/m (b)1 mN/m (c)3 mN/m (d)6 mN/m (e) 9 mN/m (f) 14 mN/m
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トリック領域はそれぞれ Chol リッチ相及び DMPC リッチ相であることが帰属されているため。ドメイン
及びマトリックの内部の分子状態にについて次のような考察を行った。
　Cholesterol には DMPC の凝集性を高める効果がある。それゆえ、Chol リッチ相にある DMPC のアルキ
ル鎖はゴーシュ型に比べトランス型が多い伸びた構造をとったものが多いと考えられる。一方 DMPC リッ


















厚のグラフを示している。マトリックス領域では、圧力の増加に伴い膜厚の平均値は 0.8 nm から 1.2　nm
に増加していくことが確認された。これは分子占有面積の減少に伴い DMPC のアルキル鎖コンホメーショ
ンとその配向が秩序化されていくためであると考えられる。一方、ドメイン領域中においては、0 mN/m で
は 1.8 nm の最大の膜厚をとっているにも関わらず、3 mN/m では最小の 1.4 nm の膜厚に激減していた。そ
の後表面圧の増加に従い徐々に膜厚が増加している。これは、Chol が周辺の DMPC のアルキル鎖のコンホ
メーションを秩序化することに起因していると考えられる。また、Chol リッチ相のドメインが、Chol アン
リッチ相のマトリックよりも膜厚が薄くなると考えている。本系は UCSP 系の相挙動であると考えられる
ことから、0 から 3 mN/m の間では圧力の増加によりドメイン部分の Chol の分率が減少するために、膜厚
が減少しているのではないかと考察される。なお、3 mN/m 以上ではマトリックス領域と同様の理由により
アルキル鎖のコンホメーションが秩序化され膜厚の増加に転じていると考えられる。
図 2. 9 (DMPC/Chol)(70/30)混合単分子膜の
　　　　　　　　　　ドメイン及びマトリック部分の膜厚の表面圧依存性.
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図 2.10は、図 2. 6(f)の 14  mN/mの(DMPC/Cholesterol)(70/30)混合単分子膜の 1 µm×1 µm視野のAFM像を
示している。図 2.6 (f)中では、一部の三次元凝集体以外は均一で平滑な面を示しており、この結果はこれま
での蛍光顕微鏡観察の結果や理論的な計算結果と一致していた。図 2.10中の拡大した視野中には、1.2 と 1.6
nm の膜厚がある部分が観察された。このような、これまでの蛍光顕微鏡の結果と異なる結果が、次に示す
モル分率の(80/20)の異なる条件下においても発現していた。
　図2.11は、25 mN/mの(DMPC/Chol)(80/20)混合単分子膜の1 µm×1 µm視野のAFM像を示している。20 µm
× 20 µm の AFM 像ではやはり同様に均一な形態を示していたが、図 2. 11 では不均一なナノ相分離構造が
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　Cholesterol (SIGMA)および Dimyristoylphophatidylcholine,DMPC (AVANT POLAR LIPIDDS)をモル比 70/30
で秤量し、クロロホルム（片山化学（株）、純度 99.9 %）により 10 ml の混合溶液を調製した。溶液濃度は





溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水槽
寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)注１)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリヤー速度




溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水槽
寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリヤー速度 0.066
mm/sec）で0, 3 mN/mまで、それぞれ圧縮した。任意の表面圧まで達した後表面圧を保持し0, 240, 360, 720 min
後に LB 膜累積装置(USI 製、 FSD-20)を用いて、溶液展開前に予め沈めておいた劈開直後のマイカ基板を
水平引き上げ法により 1 mm/min の速度で引き上げ基板板上に一層累積を行った（一層であることは累積
比により確認した）。その後 293 Kに保持し乾燥させAFM観察試料とした。
2. 2. 4　AFM観察
　室温 296 K、湿度 60 %の条件下、 [3. 2. 3]で調製した(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の AFM 観察を、
SPA300をSPI3700制御ステーション(Seiko Instruments Industry, Co., Japan)で制御し、Constant Force モードで
行った。得られた像は、全て Auto　Linearize 処理を行い、必要に応じて FLAT-AUTO 処理を施した。ピエ
63
ゾ圧電素子に由来する周期的な歪みは FFT（高速フーリエ変換）処理により除去した。カンチレバーは窒
化ケイ素の探針を持つトライアングル型のバネ定数 0.02 と 0.09 N/m ものを用いた。形態観察時の Pull Off
Force と Applied Force は引力領域である。Applied Force は試料への影響を最小に抑えるために最大引力に設
定した。
(注 1)
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T  = 293±0.5 KSP














図 3. 1　3 mN/mに保持した(DMPC/Chol)混合単分子膜の経時的な面積変化.
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　図 3.2は、3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜の経時的な形態変化を 20 µm×20 µmの視野でAFM観察
した結果を示している。圧縮直後の膜は、5 µm 程度の大きな円形ドメイン及び 200 nm 小さなドメイン及




ており、50 nm 程度の空隙からなるマーブル模様の膜形態を示していた。720 min では、膜面は完全に均一
で平滑な形態を示しており相分離形態は観察されなかった。圧縮直後から 240 min までは、小さなドメイ
ンが消失し大きな円形ドメインの成長が確認されることから、小さなドメインが大きなドメイン中に吸収
されて大きなドメインが成長していることからオストワルド成長が起こっていることが示唆される。240
から 720min にかけては、逆に圧縮に伴い相溶が進行していく USCP 系の変化と類似する膜の分散と相溶が
進行している。膜の形態が一定表面圧下において変化していくことは、圧縮直後の膜が準安定ではなく、
非平衡状態にあることを示唆している。
図 3. 2.　3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜の経時的な 20 µm×20 µm視野での表面形態変化.
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図 3. 3 は、3 mN/m の(DMPC/Chol)混合単分子膜の経時的な変化を 1µm×1 µm の高分解の視野でドメイン
部分及びマトリックス領域を拡大したものである。0 min 後つまり圧縮直後のドメイン部分は小さなドメイ
ンが多数存在し、逆にマトリックス部分にはほとんど小さなドメインは存在しない、240 min 後のドメイン






　　 図 3. 3　3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜の
             経時的な 20µm×20 µm及び 1 µm×1 µm視野での表面形態変化.
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 相溶の進行により膜が平滑化していくことから 3 mN/m の(DMPC/Chol)混合単分子膜の平衡状態時の膜形
態は均一相であることが伺える。圧縮直後のドメインおよびマトリックの出現理由はいくつか考えられる
１)展開溶媒を膜面に展開すると一時的に Chol リッチ相と DMPC リッチ相への相分離がおこっている。2)
圧縮に従い局所的圧力過剰領域ができ、その結果、相分離が発生しこれが核になりオストワルド成長によ
って相分離形態が作られる。もしくは 1 と 2 の両方の過程を含むなどが検討される。まず２章の図 2.6 に
示されるように 1 から 3 mN/m にかけては小さなドメインの数が増加していることが見て取れる、つまり
少なくとも(2)の現象は生じていることが考えられる。これらの考察の模式図を図 3.4に示す。
DMPC Cholesterol
DMPC and cholesterol mixtures






そこで 0 mN/m においても膜の均一化が起きるかどうかを検討することで、膜の圧力がかかる前つまり
オストワルド成長や核の出現が考えられない前にドメインが出現するかどうか、また出現した場合長時間
表面圧を保持した後に膜形態を見た場合はどう変化するかを検討した。図 3.5 は、0 mN/m の(DMPC/Chol)
混合単分子膜の圧縮後0 minと200 min後に累積した場合の表面形態の変化を示している。0 mN/mでは4 µm
の不定形なドメイン及びマトリックス領域からなる海島構造が観察された。つまり、表面圧がない状態で
相分離形態が出現していることが確認できた。一方、200 min 表面圧を保持した膜の形態は均一であった。




する際に融点温度の違いにより Chol と DMPC に部分的に密度差を作ってしまうために生じているのでは
ないかと考察される。
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　Cholesterol (SIGMA)および Dimyristoylphophatidylcholine,DMPC (AVANT POLAR LIPIDDS)をモル比 70/30
で秤量し、クロロホルム（片山化学（株）、純度 99.9 %）により 10 ml の混合溶液を調製した。溶液濃度は




　pH8 で 10 mM の Tris-HCl 水溶液(和光純薬工業)を 500 mL 調製した。VCH 水溶液の原液に含まれるアグ
リゲート阻害剤及び防腐剤を除去する為に、微量透析器を Tris-HCl 水溶液上にうかせ透析を行なった。




水相温度 293 K(室温も同一温度)の濃度が異なる VCH 水溶液上に、[4.2.1]にて調製したクロロホルム溶液を
展開した。十分に溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30分放置後、単分子膜調製装置(USI製、
FSD-300、水槽寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)注１)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バ
リヤー速度 0.066 mm/sec）で圧縮した。
4.2.4　AFM観察試料調製
水相温度 293 K(室温も同一温度)の濃度の異なる VCH 水溶液上に、[4.2.1]にて調製したクロロホルム溶液を
展開した。十分に溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30分放置後、単分子膜調製装置(USI製、
FSD-300、水槽寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バ
リヤー速度 0.066 mm/sec）で 3, 6, 14 mN/m まで、それぞれ圧縮した。任意の表面圧まで達した後に、LB
膜累積装置(USI 製、 FSD-20)を用いて、溶液展開前に予め沈めておいた劈開直後のマイカ基板を水平引き




　室温 296 K、湿度 60 %の条件下、 [4. 2. 3]で調製した(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の AFM 観察を、
SPA300をSPI3700制御ステーション(Seiko Instruments Industry, Co., Japan)で制御し、Constant Force モードで
行った。得られた像は、全て Auto　Linearize 処理を行い、必要に応じて FLAT-AUTO 処理を施した。ピエ
ゾ圧電素子に由来する周期的な歪みは FFT（高速フーリエ変換）処理により除去した。カンチレバーは窒
化ケイ素の探針を持つトライアングル型のバネ定数 0.02 と 0.09 N/m ものを用いた。形態観察時の Pull Off




　図 4.1 は、異なる濃度の VCH 水溶液上で調製した(DMPC/Chol)混合単分子膜の表面圧（π）-表面積(A)
等温線を示している。0 µg/ml のπ-A 曲線は純水上の場合を示している。濃度の増加に従い立ち上がり点が
高表面積側にシフトしていることから、膜と VCH が何らかの作用を起こし膜状態が変化をし、またその濃
度により膜状態の変化が度合いが異なることが評価される。圧縮に伴いなだらかに表面圧が上昇し全ての
膜の崩壊圧は 45-50 mN/m で崩壊している。π-A 曲線中にプラトー領域や変曲点は観察されないことから
も全ての膜が膨張膜であることを示している。0.86 µg/mL と 0.55 µg/mL の立ち上がり点が近似しているこ




























　図 4.2は、純水上及びVCH水溶液上での 3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜の表面形態を示している。
中央に 20 µm×20 µmの視野とそれぞれ部分の領域の 1 µm×1 µm視野に拡大した AFM像をそれぞれ示し
ている。純水上の 20 µm × 20 µmのAFM像中には、直径が 5 µmの大きな円形ドメイン及び、200 nmの
小さなドメイン及びマトリックス領域からなる海島構造を示している。蛍光顕微鏡の結果に基づき、ドメ
イン及びマトリックス領域は、コレステロールリッチ相及び DMPC リッチ相に帰属されている 4-8)。ドメイ







　一方、VCH 水溶液上では、20µm×20 µm の視野において不定形なマイクロメートルオーダーのドメイン





















図 4.2　純水上及びVCH水溶液上での 3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜の表面形態.
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　図 4.4 にそれぞれのマトリックス領域を 1 µm×1 µm に拡大した像を示している。この結果から、ドット




の結果らから VCH のオリゴマー体の大きさが約 10 nm であることが知られている。これらの結果から、こ
のドット状の物質は VCH のオリゴマー体が親水基側に付着し疎水基側に貫通して出てきているものである
と考えられる。





の作用が展開時の 0 mN/m の時点から起こっていることことになる。そこで次章では VCH を後から作用さ
せた場合においての検討をおこなう。
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図 4. 4　VCH水溶液上でのドット状物質の表面圧依存性.
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ディングやフォールディングが影響を受けると考えられる。しかしながら、X 線回折や NMR を用いた既
存の手法ではそのフォールディングやバインディングの過程やダイナミックなコンフォメーションの変化
を経時的に追いかけていくことが困難である。これらの打開策の一つとして M. Egger らの脂質-タンパク質















　本研究で使用するのに有用な膜タンパク質としては、エルトール型コレラ菌（Vibrio cholerae O1, biotype El
Tor）と、血清型別でV. cholera O1に属さない非O1コレラ菌(V.cholera non-O1)の二種類より産出される 65kDa








て、そのさいに起こる膜状態の変化を LB 法によりマイカ基板上にうつしとりこれを AFM 観察することで
検討し、VCHの生体膜への作用機序を検討することを目的としている。




　Cholesterol (SIGMA)および Dimyristoylphophatidylcholine,DMPC (AVANT POLAR LIPIDDS)をモル比 70/30
で秤量し、クロロホルム（片山化学（株）、純度 99.9 %）により 10 ml の混合溶液を調製した。溶液濃度は





溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水槽
寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリヤー速度 0.066
mm/sec）で 3, 6, 14 mN/m まで、それぞれ圧縮した。任意の表面圧まで達した後、表面圧を一定に保持しな
がら時間に対する面積変化(LB等温線)を測定した。
5.2. 3.　VCH水溶液調製
　pH8 で 10 mM の Tris-HCl 水溶液(和光純薬工業)を 500 mL 調製した。VCH 水溶液の原液に含まれるアグ
リゲート阻害剤及び防腐剤を除去する為に、微量透析器を Tris-HCl 水溶液上にうかせ透析を行なった。





溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水槽
寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリ）ー速度
0.066mm/sec）で 3, 6, 14 mN/mまで、それぞれ圧縮した。任意の表面圧まで達した後、[5.1.3]で調製したVCH
水溶液をバリヤーの外から水相へ注入した。任意時間表面圧を保持し後にLB膜累積装置(USI製、 FSD-20)
を用いて、溶液展開前に予め沈めておいた劈開直後のマイカ基板を水平引き上げ法により 1 mm/min の速
度で引き上げ基板板上に一層累積を行った（一層であることは累積比により確認した）。その後 293 K に保
持し乾燥させAFM観察試料とした。
5. 2. 5　AFM観察
　室温 296 K、湿度 60 %の条件下、 [5. 2. 4]で調製した(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の AFM 観察を、
SPA300をSPI3700制御ステーション(Seiko Instruments Industry, Co., Japan)で制御し、Constant Force モードで
行った。得られた像は、全て Auto　Linearize 処理を行い、必要に応じて FLAT-AUTO 処理を施した。ピエ
ゾ圧電素子に由来する周期的な歪みは FFT（高速フーリエ変換）処理により除去した。カンチレバーは窒
化ケイ素の探針を持つトライアングル型のバネ定数 0.02 と 0.09 N/m ものを用いた。形態観察時の Pull Off
ForceとApplied Forceは引力領域である。
5.3　結果と考察
　図 5.1 は、純水上及び VCH 水溶液上での 3 mN/m の(DMPC/Chol)混合単分子膜の時間に対する面積変化





のにたいして VCH を注入した場合は、その膨張が確認されることから、VCH の作用により膜状態に変化
が起こっていることを示唆している。膜の近似曲線から類推すると膜面積は 0.80 nm2/molecule 近傍まで膨
張していくと考えられる。圧縮直後の膜が 0.62 nm2/molecule であることが読み取れることから膜面積は約
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図 5.1　純水上及びVCH水溶液上での 3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜のLB曲線.
　図 5.2 は、図 1 の曲線において VCH の作用過程を示す膨張部分の曲線を対数化したものを示している。
曲線は 10000 sec を境にほぼ二つの傾きの直線で近似することができる。つまり、VCH の膜状態の変化に
は二段階があるということを示しており、これは VCH の作用過程が二段階で進行しているものであると考
えられる。また、曲線の傾きから 10000 sec より手前の作用の初期段階よりも 10000 sec 以降の２段階目に
大きく膜面積が変化していることを示している。つまり、作用の過程において膜面積の変化に強く寄与し
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図 5.2　純水上及びVCH水溶液上での 3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜のLB曲線の対数化.
図 5.3 は、　3 mN/m の(DMPC/Chol)混合単分子膜の VCH 水溶液注入後の経時的な膜形態の変化を示してい
る。0 、7.2 ×103、 1.1×104、3.6×104 secのそれぞれの 20 µm×20 µm視野のAFM像が中央の上から下に
配列している。また部分的な拡大像がその左右に示してある。VCH の注入直後は直径が 5 µm の大きな円
形ドメインと 200-500 nm の小さなドメイン及びマトリックスからなる海島構造を示している。しかし、図
5.1において交点である 7.2 ×103 secでは膜の海島構造は消失し均一な膜形態が観察された。さらに 1.1×104
secの時間経過後には 20 µm×20 µmのAFM像中に 2 µmほどの幅をもつマトリックス領域が出現し海島構
造が再構築されている。そして 3.6 ×104 sec 後にはそのマトリックス領域の面積が増加していることが確
認された。ドメイン部分を 1 µm×1 µm に拡大した像を比較すると圧縮直後は小さなドメインとその間の空
隙が明確に観察されているが、一時的に均一な膜形態になっている 7.2 ×103 sec の場合においては、ドメ
インが成長していることがわかる。しかし、その後再度分散が始まり 3.6 ×104 sec では、ドメイン間の空
隙が大きく広がっていることが観察された。マトリックス部分には 0 sec では 200 nm の不定形なドメイン
が観察されるがほぼ平坦な形態を示している。一方、再度海島構造が観察されている 3.6 ×104 sec 以降の
マトリックス領域には 10 nm 程度のドット状の物質が観察されている。20 µm×20 µm の視野での観察結果
から、VCH の作用にしたがって一時的に膜が均一化していることが確認できた。また、その後新たな海島
構造を作りだしている。これらの結果は、4 章での協奏反応において VCH が作用した際に 3.6 ×104 sec 以
降に出現していたドメインとマトリックスの海島構造は、圧縮直後に存在する海島構造とは異なるもので
あるということを示している。ドットは 10 nm 程度であり、4 章での協奏反応で出現していたドットの形
状に告示していることから VCH が親水基側から疎水基側に貫通して出現しているものであると考察される。
また、マトリックス中に新たに出現しているドットは膜の海島構造の再構築に伴って出現している。図 5.2
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減少以外は、ほぼ一定表面積が保たれている。12 時間経過後、バリアーの外から水相中に VCH を注入し
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図 5.4　膜の均一化後にVCHを作用させた場合の(DMPC/Chol)混合単分子膜のLB曲線.
　圧縮から１２時間後の膜は 20 µm×20 µm の状態でほぼ均一な膜形態を示している。一方、膜の均一化後





             
図 5.5　VCHの注入前の均一化表面形態(左図)と
　　　　注入後１２時間経過後の表面形態(右図).
さらに VCH の作用後の LB 曲線の膨張部分を対数化して比較を行なった。図 5.7 は、膨張部分つまり VCH
の作用が起こっていると考えられる領域を対数化したグラフである。軸の時間は VCH の注入後の時間を示
している。膜の均一化後に VCH を作用させた場合も圧縮直後の場合と同じく二段階の作用経路を示してい














図 5.7 は、表面圧の異なる(DMPC/Chol)混合単分子膜へ VCH を作用させた場合の LB 曲線の膨張部分の対
数化グラフと１２時間後の AFM を示している。3 mN/m の場合は、LB 曲線中に注入後２段階の作用を示
しており、１２時間後の膜形態には海島構造とドット状の物質が観察されている。6 mN/m では、その作用
を示す LB 曲線の傾きが 3 mN/m よりも緩くなっており作用が阻害されていることを示している。12 時間
の AFM 像には海島構造は観察されるもののマトリックス領域が 3 mN/m と比較すると狭くなっていること
がわかる。14 mN/mでは海島構造は完全に確認されず、マトリックス部分に観察されていたVCHの貫通体
を示すドット状の物質も消失している。また、LB曲線は１段階のみの過程を示していた。これらの結果は、
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　(DMPC/Chol)混合単分子膜への VCH の作用は、２段階で作用していることが LB 曲線から評価された。
またその作用は２段階目の過程において VCH が膜を貫通することが AFM 観察から明らかになった。異な












スの大きなラインテンションに起因すると考えられた。一方、VCH 水溶液上で表面圧 3 mN/m に維持し 12
時間さようさせた混合単分子膜においてもまた、ドメイン及びマトリックス領域からなる不均一な構造が
観察された。しかしながら、経時的な変化を観察した場合、一時的に膜が均一構造になったのちに不均一
構造を作り直していることがあきらかになった。そのため VCH 作用前の不均一形態と VCH 作用後の不均
一形態の相分離構造と DMPC と Cholesterol の密度差に起因しない場合も考えられてきた。そこで単一系の
DMPC と Cholesterol の単分子膜のどちらに対して作用をしているのかについて検討を行う必要があると考





　Cholesterol (SIGMA)および Dimyristoylphophatidylcholine,DMPC (AVANT POLAR LIPIDDS)を秤量し、クロ
ロホルム（片山化学（株）、純度 99.9 %）により 10 mlの溶液をそれぞれ調製した。溶液濃度はそれぞれ 1.0




　pH8 で 10 mM の Tris-HCl 水溶液(和光純薬工業)を 500 mL 調製した。VCH 水溶液の原液に含まれるアグ
リゲート阻害剤及び防腐剤を除去する為に、微量透析器を Tris-HCl 水溶液上にうかせ透析を行なった。





溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水槽
寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリヤー速度 0.066




溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水槽
寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリヤー速度 0.066
mm/sec）で 3, 6, 14 mN/mまで、それぞれ圧縮した。任意の表面圧まで達した後、[5.1.3]で調製した VCH水
溶液をバリヤーの外から水相へ注入した。任意時間表面圧を保持し後に LB 膜累積装置(USI 製、 FSD-20)
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を用いて、溶液展開前に予め沈めておいた劈開直後のマイカ基板を水平引き上げ法により 1 mm/min の速
度で引き上げ基板板上に一層累積を行った（一層であることは累積比により確認した）。その後 293 K に保
持し乾燥させAFM観察試料とした。
6. 2. 5　AFM観察
　室温 296 K、湿度 60 %の条件下、 [6. 2. 4]で調製した(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の AFM 観察を、
SPA300をSPI3700制御ステーション(Seiko Instruments Industry, Co., Japan)で制御し、Constant Force モードで
行った。得られた像は、全て Auto　Linearize 処理を行い、必要に応じて FLAT-AUTO 処理を施した。ピエ
ゾ圧電素子に由来する周期的な歪みは FFT（高速フーリエ変換）処理により除去した。カンチレバーは窒




　図 6.1 は、純水上及び VCH 水溶液上での 3 mN/m の Cholesterol 単分子膜の LB 曲線を示している。縦軸
のArea Strain(γ)は圧縮直後の膜からの面積歪みを示しており、
 γ(t) = -[A(t)-A(0)]/A(0)




因すると考えられる 1)。一方 VCH を圧縮直後に注入した Cholesterol 混合単分子膜は、時間経過ともに膜面




　図 6.2は、純水上の場合(a: 20 µm × 20 µm)とVCHを注入した場合(b: 20 µm × 20 µm,c: 1 µm × 1 µm)
の Cholesterol 単分子膜の１２時間後の表面形態の AFM 像を示している。(d)の断面は(c)中に含まれるドッ
ト状物質の断面図を評価しているグラフである。図 6.2(a)の分子表面形態は均一であった。膜面積は、歪み
が 0.2 を示しており、この値はかなり大きい。そのため、単に分子緩和のみの理由ではないことがわかる。
しかし、AFM 像は圧縮直後も 12 時間後もほとんど変化がなかった。おそらく部分的に三次元凝集体を形
成するために大きな面積減少をしているものと考察される。一方、VCH を注入して１２時間後の表面形態
は、20 µm×20 µm の視野で直径が 1~3 µm の円形の凹んだ領域をもつ不均一な形態を示していた。ドメイ
ンが円形化するのは、等方的にエネルギ－を分散するようにラインテンションが働くことに起因している
ものと考えられる。純水上と VCH を注入した水相の場合の際からも、VCH の作用によりその形態が変化
していることから、VCH が何らかの膜形態へ何らかの作用を示すことが伺える。図 6.2(c)では、ドメイン
とマトリックスの境界部分を拡大している。ドメインが低くなっており、その内部にはドット状の形態を
示していた。ドットの直径は 10 nm 程度であり、その高さは 2 nm であった。この値は、VCH の電子顕微
鏡からのオリゴマー体の大きさに近似しており、VCH のサブユニットが観察されているものと考えられる
2)。つまり、VCH が親水基側より疎水基側へ貫通してきている形態が AFM 像中に観察されているものと考
えられる。
図 6.2　VCH水溶液上での 3 mN/mのCholesterol単分子膜の 12時間後のAFM像.
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　図 6.3は、VCH注入後の LB曲線を対数化したものと 2.5 ×103、5.8×103、4.3×104 sec後の AFM像を示
している。2.0×103 sec よりも短時間の領域では、ほぼ線形で膜の面積がなだらかに減少しているが、2.0×
103 secよりも大きいときは、面積が著しく減少している。つまり、VCH溶液上での単分子膜に 2.0 ×103 sec
を境に長時間領域と短時間領域に区別できることがわかる。2.5 ×103 secのAFM像（図 6.2(a)）では、10 nm
のドットが数個見えることを除きほぼ均一であった。一方、5.8×103 sec では、~100 程度の小さな円形ドメ
インが形成されていることが確認できる。また、これらのドメイン中には、2.0 nm の高さを持つドットが






　図 6.4は、20 mN/mの Cholesterol単分子膜に VCHを作用させて 12時間経過したのちのAFM像を示して




図 6.4　VCH水溶液上での 12時間後の 20 mN/mのCholesterol単分子膜のAFM像.
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　図 6.5 は、純水上及び VCH 水溶液上での 3 mN/m の DMPC 単分子膜の面積歪みを示している。純水上で
は、圧縮直後から 1.8×104 sec までの間膜面積が減少していくことが確認され、その後ほぼ一定の表面積に
おちついていた。２章で示しているが、DMPC 単分子膜のπ-A 曲線から 3 mN/m の分子占有面積は 0.84
nm2/molecule であり、最密充填の理論値 0.36 nm2/molecule の約二倍以上膨らんでいることになる。つまり、
膜中に空隙が多く生じている可能性があるものと考えられ。これらの膜緩和により充填されることで 1.8 ×
10 4 sec 付近までの膜面積の減少が生じているものと考察される。一方、圧縮直後に VCH 水溶液を水相に
注入して作用させた DMPC 単分子膜の表面積は、やはり同様に 1.8×104 sec 付近まで膜面積の減少が生じ
ていることが確認された。しかし、その歪み率は 0.12 程度であり、VCH を加えなかったときの膜面積の







 図 6.6 は VCH 水溶液上での DMPC 単分子膜の LB 曲線と経時的な膜形態の変化を観察した AFM 像を示
している。LB 曲線中のアルファベット位置で累積した膜形態が LB 曲線の上に示している。それぞれの累




Cholesterol の場合ではそれぞれ作用経路が異なることを示している。DMPC の場合、純水上と VCH 水溶液
上の両方で 1.8 ×104 sec までの収縮がおこり、その後一定の表面積を示しているだけであり、異なるのは
その収縮率だけであった。このことは VCH の作用により DMPC 単分子膜の収縮が阻害されているもので
あることを示唆している。DMPC の収縮原因は、その空隙が分子緩和による充填に起因すると考察される
ことから、収縮率の減少はその空隙の減少を意味するものと考えられる。つまり、DMPC の VCH の作用
はDMPC単分子膜中に存在する空隙にVCHが入り込んで作用しているのではないかと考察される。
一方 Cholesterol 単分子膜の場合、その作用は膜の膨張も誘起する結果となっている。つまり、自発的に
作用が続く為に、純水上の Cholesterol 単分子膜の膜緩和が終了する時間 2.3×104sec 後も作用が続いている
ものではないかと考えられる。














この結果は、Cholesterol が VCH の作用に必須であるという報告を補完する有益な情報であると考え
られる。
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してくる表面圧が 14 mN/m で大きく阻害されることが明らかになってきている。しかしながら、Cholera-










原子レベルの高い平滑性を持つ疎水性基板としては Highly oriented pyrolytic graphite (HOPG)が広く用いられ
ている。しかし、HOPGは、比較的高価であり、また、その物質のもろさから大変扱いにくい。
HOPG 以外の比較的平滑性の高い疎水性基板を得る方法としては、主にテフロン加工による表面修飾、シ
リコン基板の HF による表面スパッタリング、CVD 法、高分子グラフト処理などが上げられるが、全体と

























　Carbon tetrachloride 30 mL（和光純薬工業）の溶液中に Octadecyltrichlorosilane(OTS)（信越化学工業）を加
え濃度 0.5 MのOCSを含むCarbon tetrachloride溶液を調製した。シラン化処理に使用するガラス器具をOCS
の carbon  tetrachloride 溶液中に浸し Pre-シラン化処理をした。Pre-シラン化後のガラス器具類は carbon
tetrachlorideによりリンスを行なった。
7.2. 3　マイカのシラン化（OTS含有 carbon tetrachloride溶液の直接乾燥）





　室温 293 K、湿度 40%の条件下、シラン化処理をおこなったマイカ基板表面へ 15μL の超純水の水滴を




　室温 293 K、湿度 40±5%の条件下、 緩衝溶液上で調製した(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の AFM 観
察を、SPA300をSPI3700制御ステーション(Seiko Instruments Industry, Co., Japan)で制御し、Constant Force モ
ードで行った。得られた像は、全てAuto　Linearize処理を行い、必要に応じてFLAT-AUTO処理を施した。
ピエゾ圧電素子に由来する周期的な歪みは FFT（高速フーリエ変換）処理により除去した。カンチレバー
は窒化ケイ素の探針を持つトライアングル型のバネ定数 0.02 と 0.09 N/m ものを用いた。観察条件は表 1 に




　図 7.1 は、従来法による Octadecyltrichlorosilane 処理によるマイカ基板表面の修飾形態とその 1µm×1µm
の拡大像中での孔開け及び断面図を示している。20 µm×20 µm の視野中には、網の目状の模様の高い領域
を含む平滑な面が観察されている。網の目状の高低差は 2~3 nm 程度であった。1 µm×1 µm の孔開け部分

























　図 7.2 は、Octadecyltorichlorosilane の濃度の異なる溶液に浸漬させ、その後浸漬リンス及び圧力をかけた
溶媒の吹き付けリンスにより洗浄し AFM 観察したときの基板の表面形態を示している。それぞれの視野は
20 µm×20 µmで観察された。0.42 MのOTS溶液中では、その表面は、不規則な 60~70 nm程度の凹凸をも
っており、正しく累積されていなかった。0.50　M では直径が 5 µm の網の目状の凹凸の領域が見えるが、
観察された中には比較的、平滑であり、また膜厚測定からその高低差が 2.3 nm 程度であることが見積もら
れた。0.59　M では、直径が 400 nm 程度で 0.5 M よりもはっきりとした網の目状の形態が観察された。こ























　図 7.3 は、OTS 単分子膜による表面修飾後の溶媒の蒸発を制御して蒸発させた表面形態とその断面図を
下に示している。蒸発時間を制御せずに、浸漬後すぐにリンスして乾燥させた場合が左側のAFM像である。
浸漬リンスに用いた溶媒を 7日かけて乾燥させた場合を中央に示している。形態は均一で、高低差も 0.2 nm
以下であった。14 日かけて乾燥させた場合を右側に示しているが、表面形態が比較的あらくなっており、






検討を行った。図 7.4 は OTS 単分子膜をマイカ基板上に被膜した後に孔開け操作をした時の AFM 像と断
面図、及び水滴の静的接触角の測定時の水滴の形態を撮影したものを示している。孔開け操作により、孔

























　OTS 濃度を 0.5 M 付近で浸漬させる場合が、もっとも網目状の凹凸の直径が大きくその密度がすくなか
った。また、浸漬後の溶媒蒸発時間を 7日付近に制御することで平滑な面が広がることが示された。




Cholesterol 及び混合膜のそれぞれの単分子膜について VCH 作用前及び作用後のそれぞれの形態を経時的に
検討していく。その後、親水基側と作用の差異を比較することでフォールディングの過程の検討を行う。

















DMPC and cholesterol mixtures
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⑤６章では、Cholesterol および DMPC のそれぞれの単分子膜に対する VCH 作用が調べられた。Cholesterol





Octadecyltrichlorosilane によりマイカ基板を疎水化する手法では、液中で OTS を含む有機溶媒中に浸漬させ
た後に、被膜修飾されたマイカ基板からの有機溶媒の速度を制御してゆっくりと乾燥させることで、平滑






























































　本研究では AFM を主に用いて、その構築機序について検討を行ってきた。しかし、AFM だけでは VCH
作用後の膜中の正確な分子構造などの未解明な点も多い。これらの問題は最近取り上げられている SFG な
どの新たな分光学的な研究に基づき解決されていくのではないかと予想している。しかしながら、作用機
序と膜形態の関係にはある程度の相関性があることが本研究から明らかにされた、また膜構造の違いや凝
集状態は、作用機序に影響を持つことが明らかにされた。今後の膜へのタンパク質作用に関する研究を計
る上で、本論文の成果が、その礎の一端を担うものとなることを期待したい。
